
Állatorvostudományi Egyetem 

Zoológiai Tanszék 

 

A DNS transzpozonok funkcionális vizsgálata  

emlős sejtekben 

 

Functional characterization of DNA transposons  

in mammalian cells 

 

Lávay Petra 

 

Témavezető: Dr. Orbán Tamás, tudományos főmunkatárs 

Természettudományi Kutatóközpont, Enzimológiai Intézet, 

Génreguláció Kutatócsoport 

 

Belső konzulens: Dr. Szabó Krisztián, tudományos munkatárs 

Zoológiai Tanszék 

 

 

2024



Absztrakt 

A DNS transzpozonok olyan mobilis genetikai elemek, melyek kulcsszerepet 

játszanak számos genomi folyamatban, ideértve a gazdagenomok evolúcióját is. A piggyBac 

transzpozon szupercsalád a DNS transzpozonok egyik fő csoportját alkotja, amelynek tagjait 

széles körben azonosították különböző organizmusok genomjaiban, és az egyik változata 

emberi gyógyászatban is növekvő jelentőséggel bír. A transzpozáz enzim funkcionális 

régióinak többségét részletesen vizsgálták, azonban a fehérje rendelkezik egy 100 

aminosavból álló N-terminális rendezetlen doménnel (NTDR), amelynek funkciója jelenleg 

ismeretlen. Kísérleteim során megállapítottam, hogy az NTDR levágása nem vezetett sem az 

excízió, sem a transzpozíció megszűnéséhez, tehát ez a régió nélkülözhetőnek tűnik ezekben 

a folyamatokban. Ezenfelül kimutattam, hogy a fehérje ezen szegmensének cseréje a 

piggyBac-eredetű transzpozáz 2-es (PGBD2) NTDR-rel nem járt teljes transzpozíciós 

veszteséggel, ezáltal alátámasztottam, hogy a domesztikált PGBD2 NTDR jelenlegi szerepe 

alig hasonlíthat a piggyBac transzpozáz NTDR ősi funkciójához. Ezek az eredmények fényt 

derítenek a piggyBac transzpozon szerkezetének és funkciójának bonyolult kölcsönhatásaira, 

értékes betekintést nyújtva a hatékonyabb genetikai manipulációs eszközök fejlesztéséhez. 
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Abstract 

 DNA transposons are mobile genetic elements that play a key role in many genomic 

processes, including the evolution of host genomes. The piggyBac transposon superfamily is 

one of the major groups of DNA transposons, its members have been widely identified in the 

genomes of various organisms, and one of its variants is of increasing importance in human 

medicine. Most of the functional regions of the transposase enzyme have been studied, 

however the protein has a 100 amino acid long N-terminal disordered domain (NTDR) with 

a currently unknown function. In my experiments, I found that the deletion of the NTDR did 

not lead to a complete loss of neither excision nor transposition, meaning that this region 

appears to be dispensable for these processes. In addition, I showed that the replacement of 

the NTDR with the piggyBac-derived transposase 2 (PGBD2) NTDR also did not result in a 

complete loss of transposition, thus substantiating that the current role of the domesticated 

PGBD2 NTDR bears little resemblance to the ancient function of the piggyBac transposase 

NTDR. These results shed light on the complex interplay between structure and function 

within the piggyBac transposon, providing valuable insight into the development of more 

efficient genetic manipulation tools. 
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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

CAR = Kiméra antigén receptor 

CRD = Ciszteinben gazdag domén 

CRISPR = Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

DDBD = Dimerizációs és DNS-kötő domén  

DDD = Katalitikus triádot alkotó aminosavak (3 aszparaginsav) jelölése  

DMEM = Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

FBS = Fetal bovine serum 

FDA = American Food and Drug Administration 

GFP = Zöld fluoreszcens fehérje 

HEK-293 = Humán embrionális vesesejtvonal 

hyPB = Hiperaktív piggyBac transzpozáz 

iPS = Indukált pluripotens sejtek 

MITE = Miniature inverted-repeat transposable element 

mPB = Emlősre kodon-optimalizált piggyBac transzpozáz 

mPBdel = Deléciós piggyBac mutáns transzpozáz  

mPBmut = Katalitikusan inaktív piggyBac mutáns transzpozáz  

mPB-PGBD2 = PGBD2-es N-terminális régiójával fuzionált piggyBac mutáns transzpozáz 

NTDR = N-terminális rendezetlen domén 

PB = PiggyBac  

PBS = Phosphate-buffered saline 

PCR = Polimeráz-láncreakció 

PGBD = PiggyBac transposon-derived element 

SDS = Sodium dodecyl sulfate 

SB = Sleeping Beauty  

TIR = Terminal inverted repeat  
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1.  BEVEZETÉS 

A transzpozonok mobilis genetikai elemek, amelyek képesek áthelyeződni egyik DNS 

lókuszról a másikra, akár különféle eredetű genomok között is.  

Ezt tehetik RNS intermedier segítségével, amely során a donor szekvenciáról egy RNS 

köztes termék szintetizálódik, majd a reverz transzkripció során létrejött DNS beépül a cél 

szekvenciába („Retrotranszpozonok”). Az alternatív útvonal, amikor közvetlenül DNS 

intermedieren keresztül történik a transzpozíció, anélkül, hogy RNS köztes termékek 

keletkeznének. Ilyenkor a transzpozáz enzim közvetlenül vágja ki és másolja be a DNS 

szakaszokat egy új lókuszra („DNS transzpozonok”) [1]. 

Sokáig egyszerűen önző génekként, vagy a genom parazitáiként voltak elkönyvelve, 

mivel mutációkkal, duplikációkkal, gének aktiválásávál vagy inaktiválásával, replikációjuk 

során képesek átalakítani a gazdaszervezet genomját [2]. Az utóbbi évek kutatásai során 

azonban világossá vált, hogy a gazdaszervezet számára a transzpozonok felhalmozódása nem 

csak káros lehet, mint ahogyan bármely mutációs folyamat, hanem meghatározó szerepet 

játszanak például a prokarióta és az eukarióta genomok molekuláris evolúciójában [3]. Ennek 

eklatáns példája, amikor bakteriális populációk között, a horizontális géntranszfer során, 

elősegítik az antibiotikum rezisztencia gének terjedését [4]. Továbbá, a humán genom 

esetében szerepet játszhatnak az őssejtek jellemzőinek regulációjában, vagy a stressztűrés és 

az öregedés szabályozásában [5].  

További érdekes jelenség, hogy a genom és a transzpozonok koevolúciója során, egyes 

mobilis elemek végig mehettek a genomi domesztikáció folyamatán, vagyis a transzpozíció 

elvesztése mellett a gazdaszervezet számára hasznos endogén funkciókat láthatnak el [6]. 

A genomokra gyakorolt biológiai hatásuk mellett, a transzpozonokat genetikai 

vektorként használják az alapkutatásban és a transzgenezisben. Emellett hatékony eszköznek 

bizonyulnak a génterápiás fejlesztések során is, így jelentős előrelépéseket ígérnek az 

orvostudomány területén [7]. 

 

Szakdolgozatom keretében, az DNS transzpozonok csoportjába tartozó, rovar eredetű 

piggyBac (PB) transzpozáz enzim N-terminális rendezetlen doménjének (NTDR) az excíziós 

és transzpozíciós mechanizmusát, és az ezekben betöltött szerepét vizsgáltam. 
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2.  SZAKIRODALMI ÁTTEKINTÉS 

2.1.  A DNS transzpozonok 

A DNS transzpozonok, vagy másnéven „Class II” transzpozonok mobilizációjuk során 

kizárólag DNS intermediert használnak. Transzpozíciójuk során úgynevezett „cut-and-paste” 

mechanizmussal mozognak, vagyis van egy excíziós és egy integrációs lépés. Ez a folyamat 

a kódolt transzpozáz enzimük révén megy végbe: a transzpozáz felismeri a Terminális 

Inverted Repeat-eket (TIR), kivágja a transzpozont a donorhelyről, és egy tetszőleges 

célhelyre integrálja [8] (1. ábra). 

 

1. ábra: A DNS transzpozonok excíziós és integrációs lépéseinek sematikus ábrája [7]. 

Rövidítés: TIR = terminális inverted repeat 

 

A DNS transzpozonok körébe való sorolás azonban nem mindig egyértelmű, hiszen 

léteznek olyan DNS transzpozonok, melyek nem az említett „cut-and-paste” meachnizmussal 

mozognak, hanem a retrotranszpozonokra emlékeztető, „copy-and-paste” mechanizmussal 

(például az úgynevezett Helitronok). Továbbá, léteznek úgynevezett Miniature Inverted 

Repeat Transposable Element-ek (MITE) is, melyek nagymértékben redukált, kódoló 

kapacitás nélküli szekvenciák [9]. Mindemelett, egy másik csoportosítási szempont alapján 

tovább lehet osztani a transzpozonokat autonóm és nem-autonóm mobilis elemekre. Az 

autonóm elemek kódolják a mobilizációjukhoz szükséges enzimeket, míg a nem-autonóm 

elemek transzpozíciójukhoz más, autonóm transzpozonok enzimatikus folyamataira 

támaszkodnak [10]. 

A transzpozonokat Barbara McClintock fedezte fel, aki elsőként egy olyan autonóm DNS 

transzpozont írt le, amely felelős a Zea Mays, azaz a kukoricamag mozaik színmintáinak 

változatosságáért [11, 12]. Ez az azonosítás és dokumentálás jelentős mérföldkőnek számít a 

genetikában és a molekuláris biológiában. 
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Azóta kiderült, hogy nem csak a kukorica genomjában találhatóak ilyen elemek, sőt 

egyes feltételezések szerint a természetben nagyobb számban vannak jelen a „transzpozázokat 

kódoló” gének, mint a „nélkülözhetetlen, háztartási” gének [13]. 

Transzpozonokat majdnem minden szervezetben azonosítottak, illetve egy faj 

genomjának akár nagy részét is elfoglalhatják, de elterjedésük nem követ egyértelmű 

filogenetikai mintázatot. A transzpozábilis elemek a Mus musculus genomjának 32%-át, 

Danio rerio 55%-át [14], egyes növényeknek, például a kukorica genomjának 80%-át is 

kitehetik [15]. Annotálástól függően, a humán genom 42,8%-ától [16] akár 69%-a [17] is 

transzpozábilis elem lehet.  

Ugyanez a heterogén filogenetikai mintázat figyelhető meg a DNS transzpozonok 

arányaiban is. A valódi csontoshalaknál és a karmosbékáknál a DNS transzpozonok a 

dominánsak, míg az emlős vonalon a retrotranszpozonok [14]. Így a humán genomban is 

relatívan kevés a DNS transzpozon arány. 

 

2.2.  A piggyBac transzpozon szupercsalád  

40 évvel Barbara McClintock felfedezése után, leírtak egy eredetileg IFP2-nek 

elnevezett autonóm, aktív, DNS transzpozont [18], ami később a piggyBac transzpozon 

szupercsaládnak első tagjaként lett elkönyvelve [19]. Ez a rovar eredetű transzpozon 

eredetileg egy mutáns, Baculoviridae családba tartozó vírusból izolálták, amellyel egy U-

betűs aranybagoly (Trichoplusia ni) sejttenyészetet fertőztek meg [20]. Ez manapság a PB 

transzpozonokkal való kísérletezés alapját szolgálja. Felfedezésekor azt hitték, hogy csak az 

Insecta osztályon belül képes transzpozícióra [21, 22]. Azonban amikor reaktiválták a 

Sleeping Beauty (SB) nevezetű transzpozont, és transzpozon-alapú technológiákat kezdtek 

emlős genomokban fejleszteni [23], a PB transzpozonokat is elkezdték mélyebben kutatni. 

2000-ben megtalálták a második PB szupercsaládba tartozó transzpozont [24], majd 2005-

ben rájöttek, hogy a rovar eredetű PB emlős sejtekben is képes transzpozícióra [25]. Ezzel 

egy teljesen új világ nyílt meg a génbeviteli eljárások és a genetikai manipuláció terén. 

Érdekes módon azóta azt is feltételezik, hogy a Tetrapoda főosztályon belül a PB-ek többször 

is horizontális géntranszfer során kerültek átadásra [14]. 

A PB transzpozonok különlegessége abban rejlik, hogy DNS lábnyom („footprint”) 

nélküli, pontos hasítást hajtanak végre, így a hátrahagyott donor szekvenciák javításához 

további DNS szintézisre nincs szükség [26]. Ezenkívül, célspecifikus hasítást végeznek; az 
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excízió és integráció ’TTAA’ szekvenciák mentén zajlik. Ezek olyan előnyös tulajdonságok, 

amelyeket a genetikai módosítások során ki lehet használni (lásd 2.2.3. fejezet). 

 

2.2.1. A piggyBac transzpozonok domesztikációja a humán genomban 

Ahogyan korábban szóba került, a transzpozonok mutagén aktivitása kétélű kard. 

Ugyanakkor figyelemre méltó, hogy piggyBac-eredetű szekvenciákat sokféle organizmus 

genomjában találtak, gombáktól és növényektől egészen az emlősökig terjedően. Ezen 

szekvenciák egy része molekuláris domesztikáció jeleit mutatja [27]. A kutatók arra a 

következtetésre jutottak, hogy különböző evolúciós vonalakon, egymástól függetlenül, 

többször is történt domesztikáció. Ez a jelenség arra utal, hogy a transzpozonok nem csupán 

önző gének, hanem a transzpozíciós képesség elvesztését követően, endogén funkciókra 

szelektálódva képesek hozzájárulni a gazda genom evolúciójához [28]. 

A domesztikált transzpozonok általános jellemzői, hogy elvesztették mobilizációs 

képességüket úgy, hogy a transzpozícióhoz szükséges szekvenciák általában nem 

funkcionálisak, vagy teljesen hiányoznak [29]. Emellett, míg a klasszikus transzpozonok több 

példányban és különböző pozíciókban találhatóak divergens fajok genomjában, a 

domesztikált transzpozonok általában egyetlen ortológ kópiában találhatóak, különböző 

fajokban is [30]. Az ilyen domesztikált elemek általában gazdagénként funkcionálnak; egyes 

funkcionális jellemzőit a transzpozonnak a gazda szervezet kihasználja, és mostanra már 

specifikus sejtszintű feladatokat látnak el [28]. 

Számos példa van olyan gazdagénekre, amelyek transzpozázokból származnak [31–

33]. A kutatók számára a legnagyobb érdeklődést viszont a humán genomban lévő 

domesztikált transzpozon-eredetű szekvenciák váltották ki [34–36].  

Öt darab piggyBac transzpozáz-eredetű szekvencia található meg az emberi genomban 

(piggyBac transposon-derived element, PGBD1-5) [37], melyek valamilyen domesztikált 

funkcióval rendelkeznek. Eme funkciók jelenleg még nem pontosan ismertek, bár néhány 

endogén szerepkört a közelmúltban már publikáltak [38, 39]. A PGBD-k jellemzői, hogy 

inaktívak, vagyis nem képesek transzpozícióra [40–42]. Néhány kutató szerint az úgynevezett 

PGBD5 képes lehet transzpozícióra [43–45], ez azonban jelenleg még vitatott tény, ennek 

tisztázásához további kutatások szükségesek. 

A PGBD2 nevű transzpozázt kódoló génről nagyon kevés információ áll 

rendelkezésünkre. Tudjuk, hogy ez egy méhlepényes emlősökre jellemző [28], sokféle 

szövetben expresszálódó PGBD [38]. Azonban az elmúlt két évben jelentek meg olyan 

publikációk, hogy ennek hiánya esetleg egy genetikai faktor lehet a veleszületett 
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rekeszsérvnek [46], szerepet játszhat a  trombociták aktiválásban [47], vagy akár lehetséges 

biomarkerként is szolgálhat a miópia nevezetű látászavarban [48].  

Ezért kiemelten fontos lenne minél többet megtudni arról, hogyan kapcsolódik 

egymáshoz a szerkezet és a funkció ezen transzpozázok esetében, ami a piggyBac 

szupercsaládba tartozó transzpozonok molekuláris mechanizmusának pontosabb megértése 

mellett hozzájárulhat a domesztikált fehérjék szerepének pontosabb megértéséhez is. 

 

2.2.2.  A piggyBac transzpozáz N-terminális rendezetlen doménje 

A PB transzpozáz enzim 594 aminosav hosszú, és több doménre osztható [49] (2. 

ábra). Azonosítottak a fehérje C-terminális végén egy ciszteinben gazdag domént (CRD), 

mely tartalmaz egy nukleáris lokalizációs szignált, ami segíti a fehérjét a sejtmagba történő 

bejutásban [50]. A fehérje középső régiójában helyezkedik el a katalitikus domén, mely 

tartalmazza a katalitikus triádot alkotó három aszparaginsavat (DDD) (268, 346 és 447 

pozíciókban). Ez a katalitikus triád felelős a DNS hasítás és összekapcsolódási reakciók 

katalizálásáért [51]. A katalitikus domén mindkét oldalát a Dimerizációs és DNS-kötő domén 

(DDBD) határolja. Ez a domén felelős a TIR-ekkel való interakcióért, valamint a célhely 

DNS-ével való kapcsolódásáért is [49].  

  

 

2. ábra: A piggyBac transzpozáz enzim doménjeinek sematikus ábrája [52]. 

Rövidítések: NTDR: N-terminális rendezetlen régió; DDBD: Dimerizációs és DNS-kötő domén, CRD: C-

terminális ciszteinben gazdag domén. 

 

Ellentétben az eddig felsorolt fehérje doménekkel, a piggyBac transzpozáz NTDR 

régiójáról szóló ismereteink még mindig korlátozottak. Jelen pillanatig a kutatók azt 

állapították meg, hogy mintegy 100 aminosav hosszú, és savas jellegű, vagyis magas a savas 

aminosavak aránya benne [52]. Ezenkívül kiemelt jelentősége van annak, hogy erősen 

rendezetlen szerkezettel rendelkezik [49], vagyis az aminosav lánc többféle harmadlagos 

szerkezettel rendelkezhet. Mivel az ilyen rendezetlen régiók ellentmondanak a fehérjék 

„hagyományos” szerkezet-funkció paradigmájának [53], így kiemelt figyelmet igényel az 

NTDR funkciójának részletesebb megértése.  

 



11 

 

2.2.3. Felhasználás a génmódosításban, emberi gyógyászatban 

A DNS transzpozonok kutatása nemcsak az alapvető genetikai folyamatok megértését 

szolgálja, hanem számos klinikai alkalmazási lehetőséget is kínál.  

A genetikai kutatásokban alkalmazott mutagenezisen alapuló vizsgálatok mellett a 

DNS transzpozonokat elsősorban génbeviteli eljárásokban, illetve az emberi gyógyászatban 

géninszerciós vektorrendszerekként használják. Fontos tény, hogy egyre jobban átveszik a 

vírusvektorok szerepét, mivel a vírusvektorok előállítása költséges és időigényes, a virális 

integráció szekvencia preferenciája miatt, a vírusok onkogén hatásúak lehetnek, valamint az 

immunválaszok a vírusok vagy vírusos töredékek ellen bonyolíthatják használatukat [54, 55]. 

A PB transzpozonok előnyös alternatívát jelentenek a génterápiás eljárásokban, mert 

kedvezőbb integrációs profillal jellemezhetők, DNS lábnyom nélkül hasítanak és non-random 

integrációs preferenciát mutatnak a transzkripciós kezdőhelyek és a hosszú ’TTAA’ 

ismétlődések felé [26, 56]. Továbbá, a szintén széleskörben használt SB transzpozonokkal 

szemben, nagyobb a kargo kapacitásuk és több transzgént is képesek egyidejűleg szállítani és 

ko-expresszálni [57].  

A PB transzpozonok további előnye a könnyű alakíthatóságuk. Több variánst is 

kifejlesztettek, például a hiperaktív PB mutánst (hyPB), amely jelentősen meghaladja a vad 

típusú variáns hatékonyságát [58]. Egy másik változat pedig, a kizárólag excízióra képes 

mutáns, amelynek kifejlesztése lehetővé tette a transzpozon-alapú átmeneti transzgenezist, 

melyet arra lehet használni, hogy indukált pluripotens sejteket (iPS) hozzon létre, majd 

eltávolítsa a visszaprogramozó faktorokat, ezáltal meggátolva a későbbi reaktivációt és az 

onkogén transzformációt [59]. Ez jelentős előrelépést jelentett az iPS transzplantációs 

eljárások alkalmazási lehetőségeiben. 

Nemrégiben a génmanipuláció terén a CRISPR-Cas9 rendszer vált népszerűvé [60, 

61], azonban miután kiderültek a korlátai, a kutatók a DNS transzpozonok felé is fordultak a 

problémák megoldásához. Egy transzpozon-RNS célpontozó rendszerrel például, meg 

lehetne szüntetni a cél DNS-ben lévő kettős szálú töréseket, a donor DNS-en lévő homológ 

karok szükségét és a gazda sejt DNS javító rendszereire való támaszkodást [62]. Illetve, egy 

olyan „prime-editing” metódussal, mely CRISPR-piggyBac rendszert használ, hatékonyan 

dolgozhatunk olyan sejtvonalakon, amelyek esetében jelenleg még nincsenek kidolgozva 

optimális transzfekciós protokollok [63]. 

A jelenlegi génterápiás eljárások közül a legrelevánsabb felhasználása a kiméra 

antigén receptorokkal (CAR) ellátott, PB transzpozonok segítségével átprogramozott T-

sejtek. A receptorok kimerikusak abban az értelemben, hogy egyetlen receptorban 
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kombinálják az antigénhez kötődő és a T-sejteket aktiváló funkciókat, így új képességet adnak 

a T-sejteknek egy specifikus antigén célzására [64].  

A CAR T-sejt terápia során a T-sejteket a betegből gyűjtik be, genetikailag módosítják 

őket, majd a CAR T-sejteket visszainjektálják a betegbe úgy, hogy a sejtek képesek legyenek 

felismerni a ráksejteket, és elpusztítani azokat. Ezáltal gyakorlatilag „megtanítják” az 

immunrendszert, hogy felismerje és megtámadja a daganatokat, főleg a nehezen elérhetőeket 

vagy a rezisztenseket [65].  

Több, az FDA (American Food and Drug Administration) által jóváhagyott CAR T-

sejtes genetikai módosítás már elérhető [66]. Azonban ezen módszerek többségénél jelenleg 

retrovirális vektorokat alkalmaznak, noha a transzpozonok vonzóbb alternatívának 

bizonyulnak. Ezek nemcsak biztonságosabbak, hanem költséghatékonyabbak is, így 

szélesebb körben elérhetővé válnának a terápiák [67].  

Az elmúlt években több kutatás is elindult a piggyBac CAR-T sejt terápiák terén. Ezek 

közül sok vizsgálat már a humán klinikai fázisok egyikében tart, többségük az 1., néhány a 

2.-3. fázisban [68–73]. Ezért fontos tovább vizsgálni és finomítani ezeket a rendszereket 

annak érdekében, hogy maximalizálják hatékonyságukat és biztonságukat a jövőbeni klinikai 

alkalmazások során. 

A piggyBac szupercsalád mérete, a humán genomban található domesztikált 

szekvenciák, valamint az emberi gyógyászatban való széles körű alkalmazása mind olyan 

tényezők, amelyek alapján komoly igény van arra, hogy alaposabb vizsgálatokat végezzenek 

ezen a nyilvánvalóan releváns fehérjecsaládon. 
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3.   CÉLKITŰZÉSEK 

A transzpozonok génterápiás célú felhasználásának előfeltétele a transzpozáz fehérje 

szerkezetének és funkciójának pontosabb leírása, különös tekintettel a kevésbé karakterizált 

PB NTDR szegmensre. A dolgozat alapját képező kutatómunka során célom a rovar eredetű 

piggyBac transzpozáz fehérje N-terminális rendezetlen régiójának funkcionális vizsgálata 

volt.  

Előzetes eredmények alapján sejthető volt, hogy a transzpozázt negatívan befolyásolja 

az NTDR deléciója, így arra voltam kíváncsi, hogy más transzpozázok NTDR szekvenciáival 

helyettesített rovar eredetű fehérjékben helyreáll-e az eredeti transzpozíciós aktivitás. Ehhez 

a kevésbe kutatott PGBD2-es humán transzpozáz NTDR régióját választottam.  

A kutatásomnak kérdései tehát, hogy képes-e excízióra a piggyBac transzpozáz… 

• az NTDR eltávolítása után? 

• a PGBD2 NTDR szekvenciájára való cserélése után? 

Ha igen, akkor van-e kimutatható transzpozíciója… 

•  az NTDR deléciós mutánsnak?  

•  a PGBD2 NTDR szekvenciáját tartalmazó mutánsnak? 
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4.  MÓDSZER  

Transzpozíciós kísérleteim során négyféle PB transzpozázt alkalmaztam. Pozitív 

kontrolként az emlős kodon-optimalizált, aktív PB transzpozáz (mPB) szolgált [74]. Negatív 

kontrollként az mPB katalitikusan inaktivált mutánsa szolgált (mPBmut), amelyben a DDD 

első aszparaginsav tagja, glicinre lett cserélve [38]. A harmadik típusú transzpozázt egy 

deléciós variáns jelentette, ahol az mPB N-terminális végéről, 3-100 pozíciókban lévő 

aminosavak el lettek távolítva (mPBdel). Vizsgáltam továbbá egy olyan mutánst, ahol az 

mPBdel transzpozáz variáns rendezetlen szekvenciáját helyettesítve, a humán PGBD2 NTDR 

szegmens lett illesztve (mPB-PGBD2) (3. ábra).  

 

 

3. ábra: Az NTDR vizsgálatára használt piggyBac transzpozáz variánsok sematikus ábrája. 

Rövidítések: mPB = emlősre kodon-optimalizált piggyBac, mPBmut = inaktivált piggyBac mutáns, mPBdel = 

deléciós piggyBac mutáns, mPB-PGBD2 = PGBD2-es részével fuzionált piggyBac mutáns. 

 

 Kísérleteimnek alapját a donor plazmidon lévő PB transzpozon egység szolgálta, 

mely vagy egy CAG promóter által hajtott GFP (zöld fluoreszcens fehérje) gént hordozott 

(PB-GFP) (excíziós esszék), vagy egy PGK promóter által vezérelt puromycin rezisztencia 

gént (PB-GFP-Puro) (kolónia esszék). A donor plazmid mellé kotranszfektált helper plazmid, 

CMV promóter által meghajtott PB transzpozáz variánsokat tartalmazott. A folyamat tehát 

alapesetben úgy ment végbe, hogy a kotranszfekciót követően a helper plazmidon lévő 

transzpozáz, amennyiben képes volt rá, felismerte a donor plazmidon lévő PB transzpozon 

kazettát, és megtörtént az excíziós és az integrációs lépés (4. ábra).  



15 

 

 

4. ábra: A transzpozíciós esszék során transzfektált piggyBac transzpozáz működési folyamatának 

sematikus ábrája. 

 

4.1.  Emlős sejtekkel való kísérletezés 

A tesztek elvégzése érdekében szükséges volt a HEK-293 sejtek (humán embrionális 

vesesejtvonal) fenntartására és heti kétszeres passzálására. A sejtek 37°C-os, 5% CO2-

tartalmú inkubátorban voltak fenntartva, 10% hőinaktivált FBS szérummal (Fetal bovine 

serum), 1% L-glutaminnal és 1% penicillin-streptomycin antibiotikummal kiegészített 

DMEM tápoldatban (Gibco Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, Amerikai Egyesült Államok).  

Passzálás során a 10ml PBS-sel (Phosphate-buffered saline) átmosott sejteket, 1ml 

tripszinnel (Gibco TrypLE Express, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai 

Egyesült Államok) szedtem fel a sejtflaska aljáról, egymástól szétválasztva. Mikroszkópban 

való ellenőrzés után, a sejtszuszpenziónak csak 10%-át helyeztem vissza a flaskába, 14ml 

komplettált médiumba (kiegészített DMEM).  

 

4.2.  Excíziós esszé 

A transzpozáz excíziójának működését excíziós esszével vizsgáltam [75]. 

Első lépéseként a szükséges plazmidokat Escherichia coli kompetens sejtekbe kellett 

transzformálni. Ezt követően, 48 óra elteltével, a QIAprep Spin Miniprep Kit-el (QIAGEN, 

Hilden, Németország) a gyártói protokoll szerint a felszaporított plazmidokat izoláltam. 
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NanoDrop 2000c spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai 

Egyesült Államok) koncentrációt mértem, és megfelelő plazmid térképet használva, 

megfelelő restrikciós endonukleázokkal a plazmidokat ellenőriztem.  

Ezt követően, 10μl HEK-293 sejtszuszpenziót megfestettem trypan kék festékkel 

(0,40%) (BioRad, Hercules, CA, Amerikai Egyesült Államok). A megfestett sejteket ezután 

egy TC20 automatizált sejtszámlálóval (BioRad, Hercules, CA, Amerikai Egyesült Államok) 

számoltam meg. A HEK-293 sejtszuszpenzióból, majd 6 lyukú szövettenyésztő lemezekre 

helyeztem ki úgy, hogy minden lyukba körülbelül 5x105 darab sejt jusson.  

24 óra elteltével, a HEK-293 sejtekbe kémiailag kotranszfektáltam az ellenőrzött 

plazmidokat (1. táblázat), FuGENE 6 reagens (Promega, Madison, WI, Amerikai Egyesült 

Államok) és KnockOut DMEM (Gibco KO DMEM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Amerikai Egyesült Államok) segítségével, a gyártó utasításai szerint. A kotranszfekcióhoz 

500-500ng donor és helper plazmidot használtam. 

 

1. táblázat: Az excíziós esszék során kotranszfektált donor és helper plazmidok, táblázatba foglalva. 

Rövidítések: PB-GFP = a donor plazmid, mely egy PB transzpozon szekvenciát hordoz, amin megtalálható egy 

GFP-t expresszáló kazetta, mPB, mPBmut, mPBdel, mPB-PGBD2 = piggyBac transzpozáz variánsok.  

 

 

 

A transzfekciós hatékonyságot a sikeresen transzfektált GFP-t expresszáló 

plazmidokat tartalmazó sejtek arányával lehetett megbecsülni, fluoreszcens mikroszkóp 

segítségével. Ezt követően, az eppendorf csövekbe gyűjtött sejtekből QIAprep Spin Miniprep 

Kit-el (QIAGEN, Hilden, Németország) a gyártó utasítás alapján, 300μl 1,2%-os SDS 

(Sodium dodecyl sulfate) és 5μl Proteináz K-val kiegészítve, a plazmidokat izoláltam, és a 

koncentrációkat NanoDrop 2000c spektrofotométer készülék segítségével határoztam meg. 

Az izolált mintákból kétkörös nested PCR reakcióval állapítottam meg, hogy történt-

e excíziós esemény. Aktív transzpozáz esetében, a donor plazmidon lévő transzpozont a 

transzpozáz felismerte, kivágta és az emellett lévő szekvenciákat összeillesztette. Így a PCR 

termék detektálhatóvá vált. Inaktív transzpozáz estebén az excízió nem ment végbe, így a 

PCR termék nem volt detektálható, az amplikon nagy mérete miatt. 
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A PCR reakciókhoz a ThermoFisher ScientificTM PCR Master Mix 2X (2xMM) 

(Waltham, Amerikai Egyesült Államok) termékét használtam. Ez tartalmazta a megfelelő 

polimeráz enzimet, MgCl-ot, dNTP-t, puffert, valamint a loading dye-t is, amely lehetővé 

tette a futtatás folyamatának követését a gélelektroforézis során. Ehhez a mix-hez adtam a 

primereket (2. táblázat), az izolált DNS-t, és egészítettem ki a végtérfogatot steril vízzel. 

 

2. táblázat: A PCR reakciókhoz használt primerek és szekvenciái. 

Excíziós primerek Szekvenciák 

1. kör forward 5’-GCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGG 

1. kör reverz 5’- TCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTC 

2. kör forward 5’- CGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG 

2. kör reverz 5’- CAGCTGGCACGACAGGTTTCCCG 

Amp forward 5’- TTTGCTCACCCAGAAACGC 

Amp reverz 5’- AGTTGGCCGCAGTGTTATCAC 

 

Az első kör PCR reakciónak a végtérfogata 20μl volt, míg a második köré 50μl (3. 

táblázat). A 4. táblázatban látható programot használtam mindkét esetben.  

 

3. táblázat: A kétköros PCR reakciókhoz használt reakcióelegy pontos mennyiségei. 

 1. kör 2. kör 

2xMM 10μl 25μl 

Forward primer 1μl 2,5μl 

Reverz primer 1μl 2,5μl 

Hígított DNS 1μl 5μl 

H2O 7μl 15μl 

Összesen 20μl 50μl 
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4. táblázat: A kétkörös PCR reakciók folyamán használt program lépései. 

Denaturálás 95°C 5 perc 

Denaturálás 95°C 30 mp 

35 ciklus Primer-kötés 60°C 15 mp 

Polimerizáció 72°C 1 perc 

Polimerizáció 72°C 5 perc 

 

Emellett, vizsgálati kontrollként, vagyis a plazmidok ellenőrzésére, az összes 

plazmidon jelenlevő ampicillin szekvenciára specifikus kontroll PCR reakciót is futtattam (5., 

6. táblázat).  

 

5. táblázat: Az ampicillin szekvenciákra futatott kontroll PCR reakciókhoz használt elegy pontos 

mennyiségei. 

 Amp 

2xMM 12,5μl 

Forward primer 1μl 

Reverz primer 1μl 

DNS  1μl 

H2O 9,5μl 

Összesen 25μl 

 

6. táblázat: Az ampicillin szekvenciákra futatott kontroll PCR reakciók folyamán használt program 

lépései. 

Denaturálás 95°C 3 perc 

Denaturálás 95°C 30 mp 

35 ciklus Primer-kötés 59°C 30 mp 

Polimerizáció 72°C 45 mp 

Polimerizáció 72°C 5 perc 
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A második kör PCR termékeit, és az ezekhez tartozó ampicillin kontroll termékeket, 

1%-os agaróz gélen (1g agaróz, 100ml TBE pufferben feloldva) választottam el, etídium-

bromid festéssel tettem láthatóvá, és a Universal Hood Gel Imager Model #75S (BioRad, 

Hercules, CA, Amerikai Egyesült Államok) gél dokumentációs rendszerrel fényképeztem. 

  

4.3.  Kolónia esszé 

 A transzpozíciós képesség vizsgálatára kolónia esszét használtam, 2 biológiai 

párhuzamost készítve [56].  

 A lépések hasonlítanak az excíziós esszé (lásd 4.2. fejezet) lépéseihez, azonban a 

donor plazmidon nem csak a transzfekciós sikeresség mértékének becslését segítő GFP 

található, hanem egy puromycin rezisztencia gén is (7. táblázat). Ez azt jelenti, hogy a 

kísérletsorozat folyamán, a PB transzpozáz variáns, amennyiben képes rá, felismeri, kivágja 

és beilleszti a donor plazmidon lévő, puromycin rezisztencia gént is hordozó transzpozon 

kazettát a HEK-293 sejt genomjába. Ennek eredményeképpen az adott sejt rezisztens lesz a 

puromycin antibiotikumra. Ha a transzpozáz nem képes erre a folyamatra, vagy egyes 

lépéseire, az adott sejt érzékeny marad a puromycinre. 

 

7. táblázat: A kolónia esszék során kotranszfektált donor és helper plazmidok, táblázatba foglalva. 

Rövidítések: PB-GFP-Puro = a donor plazmid, mely a GFP kazetta mellett, egy puromycin rezisztencia gént is 

hordoz, mPB, mPBmut, mPBdel, mPB-PGBD2 = piggyBac transzpozáz variánsok.  

 

 

 

Az excíziós esszé lépeseitől még oly módon is eltér ez a kísérlet, hogy a 

kotranszfekciók és a transzfekciós hatékonyságok megbecsülése után, az eppendorf csövekbe 

gyűjtött sejtekből további szelekcióra 20μl-t sejttenyésztő edényekbe helyeztem, 1μg/ml-es 

koncentrációjú puromycin (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, Amerikai Egyesült Államok) 

hozzáadásával.  
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Két-három hétig tartó antibiotikum szelekciót követően, a sejtekről eltávolítottam a 

médiumot és 5ml, 4°C metanollal fixáltam. Öt perc inkubációs idő után, 5ml kristályibolya 

festékkel (Crystal Violet, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, Amerikai Egyesült Államok) 

megfestettem a gyártó utasításainak megfelelően, majd desztillált vízzel átmostam és 

szobahőmérsékleten megszárítottam. 

Ezután, a Universal Hood Gel Imager Model #75S rendszerrel az edényeket 

lefényképeztem, és a Quantity One 4.4.0 program használatával a kolóniákat megszámoltam, 

így megbecsülve a sejtek számát, amelyekben az excízió és az integráció is megtörtént. Az 

értékelés során, a párhuzamos reakciók esetén, az adatok átlagát és a szórás (SD) értékeket 

ábrázoltam. 
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5.  EREDMÉNYEK 

5.1.  Excíziós esszék 

 Az excíziós esszékkel a transzpozáz variánsok excíziós képességét lehetett mérni.  

 Ellenőrzésképpen, megnéztem a sikeresen transzfektált plazmidok arányát a HEK-293 

sejtekben. Fluoreszcens mikroszkóp segítségével, kék fénnyel megvilágítva a sejteket, a 

zölden fluoreszkáló sejtek száma alapján megbecsültem a transzfekciós sikerességet. A 

protokoll korábbi sikeres alkalmazása alapján ebben a kísérletben 60-70%-os sikerességi rátát 

vártam, amely minden transzpozáz variáns esetében bekövetkezett (5. ábra). 

 

 

5. ábra: GFP-t expresszáló HEK-293 sejtek. Azokban a sejtekben, amelyekbe sikeresen bejutott a GFP-t 

hordozó plazmid, zöld fluoreszcenciát fogok észlelni. A zölden fluoreszkáló és a nem fluoreszkáló sejtek 

aránya alapján a transzfekciós hatékonyság megbecsülhető. 

Rövidítések: PB-GFP = a donor plazmid, mely egy PB transzpozon szekvenciát hordoz, amin megtalálható egy 

GFP-t expresszáló kazetta, mPB = emlősre kodon-optimalizált piggyBac, mPBmut = inaktivált piggyBac 

mutáns, mPBdel = deléciós piggyBac mutáns, mPB-PGBD2 = PGBD2-es részével fuzionált piggyBac mutáns. 

 

A sejtekből izolált plazmidokon elvégzett nem-kvantitatív, „diagnosztikus” PCR 

alkalmazásával egy igen/nem válaszként, meg tudtam állapítani, hogy gátolja-e az excíziót a 

transzpozáz NTDR-jének deléciója, illetve cseréje (6. ábra). A gélelektroforézis digitális 

képén, a 381 bázispáros felső termék (Excízió) a donor plazmidokról származik, ahol 
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megtörtént a kivágás és a javítás. A 340 bázispáros, alsó termék (Ampicillin) a transzfektált 

plazmidokon található ampicillin rezisztencia gén jelenlétét mutatja, amelyet kísérleti 

kontrollként használtam.  

Látható, hogy az mPB-nél, mint pozitív kontrollnál, van excízió, a negatív kontrollnál, 

az mPBmut-nál nincs, az mPBdel-nél, valamint az mPB-PGBD2-nél szintén van excízió. 

 

 

6. ábra: Az excíziós esszék két független reprezentatív eredménye. Az excízió minden piggyBac 

transzpozáz variáns esetében végbement, a negatív kontrollként használt inaktív mutáns kivételével. 

Rövidítések: 100bp = Száz bázispáros létra, mPB, mPBmut, mPBdel, mPB-PGBD2 = piggyBac transzpozáz 

variánsok.  

 

5.2.  Kolónia esszék  

 A végbement transzpozíciót, valamint annak hatékonyságát kolónia esszével lehetett 

mérni.  

 A puromycinnel szelektált, megfestett, túlélő transzgenikus sejteket a gép segítségével 

lefotóztam és megszámoltam. Itt is az mPB szolgált pozitív, az mPBmut negatív kontrollként. 

Látható, hogy sem az NTDR deléciójával, sem az NTDR cseréjével, nem szűnt meg a 

transzpozíció. (7. ábra).  
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7. ábra: A kolónia esszék két biológiai párhuzamosának képei. Antibiotikumos szelekciót túlélt, 

megfestett, HEK-293 sejttelepek láthatóak, amelyek számai alapján a piggyBac transzpozáz variánsok 

transzpozíciós aktivitására lehet következtetni.  

Rövidítés: mPB, mPBmut, mPBdel, mPB-PGBD2 = piggyBac transzpozáz variánsok.  

  

A megszámlált sejtkolóniák számait, egy összesített grafikonon ábrázoltam, és 

abszolút vagy relatív kolóniaszámokként adtam meg (8. ábra). A biológiai párhuzamosok 

(n=2) átlagolt értékei láthatóak, amelyek a relatív kolóniaszámok esetében az mPB+PB-GFP-

Puro pozitív kontroll reakció 100%-ához lettek viszonyítva.  

Fontos megjegyezni, hogy a negatív kontroll (mPBmut) soha nem éri el nulla értéket 

(385 darab ± SD = 1,00 vagy 26% ± SD = 0,89). Ennek oka, hogy a puromycin rezisztencia 

gént tartalmazó plazmid random integrálódhat a sejtek genomjába, illetve a sejtvonalban 

mindig előfordulhat túlélési előnyt biztosító mutáció.  

Ezzel a módszerrel kvantitatív módon is igazoltam, hogy a transzpozíció sem az 

mPBdel-nél, sem az mPB-PGBD2-es transzpozáznál nem tűnik el. Ugyanakkor a 

transzpozíciós hatékonyságuk az mPB transzpozázhoz képest látszólag alacsonyabb, de 

ennek megerősítéséhez további kutatások szükségesek. 

 



24 

 

 

8. ábra: A kolónia esszék kolóniaszámait ábrázoló grafikonok, az átlagolt és viszonyított értékek 

hibasávjai mindig a standard deviációt jelentik. A) Az abszolút kolóniaszámokat ábrázoló grafikon, 

ahol a biológiai párhuzamosok átlagolt kolóniaszámai olvashatóak. B) A relatív kolóniaszámokat 

ábrázoló grafikon. Az értékek a mPB-hez, mint pozitív kontrollhoz lettek viszonyítva.  

Rövidítések: mPB, mPBmut, mPBdel, mPB-PGBD2 = piggyBac transzpozáz variánsok.   
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6.  DISZKUSSZIÓ 

A rovar eredetű piggyBac transzpozáz fehérje N-terminális rendezetlen régiójának 

funkcionális vizsgálata kapcsán fény derült arra, hogy a PB transzpozáz az NTDR eltávolítása 

után is aktívan képes volt excízióra. Ebből az következik, hogy az NTDR nem esszenciális a 

transzpozáz excíziójához. A kolónia esszék vizsgálatával az is kimutatható volt, hogy az 

NTDR deléciós mutáns továbbra is képes az integrációra is, vagyis transzpozíciós képessége, 

még ha csökkent is, de megmaradt. Tehát sem az excíziós, sem az integrációs lépés nem szűnt 

meg, vagyis az NTDR jelentléte nem esszenciális a transzpozícióhoz.  

Ezt az eredményt tovább erősíti az a tény, hogy ha az NTDR rendezetlen 

fehérjeszegmensében lévő aminosav sorrendet randomizálják, a transzpozíció szignifikánsan 

leromlik a pozitív kontrollhoz képest, de nem tűnik el teljesen [52]. Ennélfogva, az NTDR-

nek nem csak a szekvenciája, hanem a fehérjeszegmens rendezetlensége is egyaránt fontos 

szerepet játszhat a transzpozíció szabályozásában, valószínűleg más molekulákkal való 

kölcsönhatás révén. 

Kiemelendő, hogy a piggyBac excíziós és integrációs lépései kinetikailag jobban 

elkülönülnek, mint más DNS transzpozonoknál. Ezt korábbi kísérletek is igazolják, ahol a 

legnagyobb excíziós arányt a HEK-293 sejtvonal, míg a legnagyobb transzpozíciós rátát a 

HeLa sejtvonal esetében lehetett kimutatni [76]. Ez azt is jelenti, hogy a transzpozíciós 

hatékonyság nem becsülhető meg biztonsággal az excíziós hatékonyság alapján, emiatt is volt 

indokolt a transzpozáz variánsokat excíziós esszével és kolónia esszével egyaránt vizsgálni.  

 A dolgozatomban ismertetett eredményeim a korábbi megfigyelésekkel együtt 

közelebb vihetnek az NTDR szegmens funkciójának megértéséhez. 

Az NTDR legvalószínűbb szerepe az, hogy a transzpozíció során részt vesz specifikus 

fehérje-fehérje kölcsönhatásokban. A PB transzpozáz esetében eddig minimális számú, 

kísérletek alapján igazolt fehérjepartnert mutattak ki, amely bizonyíthatja a 

gazdaspecifikusság hiányát, valamint azt, hogy az mPB transzpozon rendszer széles körben 

alkalmazható különböző organizmusokban [14].  

Eredetileg más DNS transzpozázok analógiájára, az NTDR csak a TIR-ek kötésében 

kapott szerepet [37]. A későbbi kísérletek azonban felvetették, hogy esetlegesen kapcsolatban 

állhat a gazda DNS-javító faktoraival úgy, hogy gátolja a transzpozíció során keletkező kettős 

szálú törések által okozott genotoxikus hatásokat. Az NTDR segíthet abban is, hogy az 
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integráció sikeres legyen, még akkor is, ha nem pontos a cél DNS ’TTAA’ szekvenciája, vagy 

ha DNS-túlnyúlás tapasztalható [77]. 

Lehetséges az is, hogy a transzpozáz ezen része kapcsolatban áll sejtciklust szabályozó 

fehérjékkel, ezáltal képes lehet a transzpozíció szabályozására a sejtciklus során. Ilyen 

kölcsönhatások már fontosnak bizonyultak más DNS transzpozázoknál, például a Sleeping 

Beauty transzpozáznál [78].  

Ezenfelül, egy kutatócsoport nemrégiben felvetette, hogy az NTDR-ben található 

kazein kináz „regulációs” régióinak foszforilációja gátolja a transzpozíciót, esetleg a 

transzpozáz–DNS kölcsönhatások gátlása által [79]. Laborunk korábbi eredményei azonban 

ezt nem támasztották alá [52]. 

Érdekes módon korábban megállapították, hogy az embrionális őssejtekben magasabb 

a PB transzpozíciós hatékonysága; az őssejtek kedvezőbb környezetet jelentenek, így az 

NTDR-nek feltehetően szerepe van a transzpozíció ezen sejtekben megfigyelhető eltérő 

mértékéhez [52, 76]. 

Jövőbeli terveim fontos része így a konkrét interakciós partnerek azonosítása, a 

sejtspecifikusság mértékének feltérképezése, és az NTDR deléció hatásának vizsgálata az 

integrációs lépésre.  

 

A vizsgálataim során világossá vált továbbá, hogy van kimutatható excízió és 

transzpozíció a PGBD2 NTDR szekvenciáját tartalmazó mutáns esetében, így megválaszolva 

kutatásomnak másik kérdéseit. 

 Jelentősége ennek abból fakad, hogy egy ugyanabba a szupercsaládba tartozó, de 

„idegen” NTDR illesztése nem rontotta le teljesen a rovar eredetű piggyBac transzpozáz 

transzpozícióját. A PGBD2 jelenlegi, domesztikált funkciója lehetséges, hogy olyannyira 

eltér az eredetijétől, hogy egy aktív transzpozázra való illesztésnél sem szünteti meg 

transzpozíciót, ugyanakkor látszólag nem tudja komplemetálni az aktív mPB transzpozáz 

mutációs fenotípusát. Ezek az információk nemcsak az NTDR funkciójának mélyebb 

megértéséhez járulnak hozzá, hanem segítenek a kevésbé ismert PGBD2 szerepének 

feltérképezésében is. 

A domesztikált transzpozázok NTDR-jéről tudjuk, hogy a filogenetikai elemzések 

során nem lehet megbízhatóan a szupercsalád más tagjaival azonosítani [28].  Ennek kapcsán 

kiderült, hogy az NTDR-nek a katalitikus doménhez viszonyított pozíciója jól konzervált, míg 
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a szekvenciája kevésbé. Ezek az észlelések arra utalnak, hogy az eredeti transzpozíciós 

mechanizmus mellett az NTDR fontos szerepet játszik a domesztikált fehérjék különféle 

endogén funkcióinak a regulálásában [52]. Ez egyezik a saját eredményeimből levont 

következtetéssel, miszerint a transzpozíciós folyamat működése révén az NTDR jelenlegi 

szerepe csak kis mértékben hasonlíthat az eredeti PB transzpozáz funkciójához. 

Tovább erősíti ezt az érvet, hogy az úgynevezett PGBD1 funkciójának feltárásánál 

kiderült, hogy jelenlegi biológiai aktivitása alig hasonlít az ősi aktivitáshoz [38]. A többi 

PGBD-ben, a szelektív és erősen regulált expressziós mintázatok alapján, szintén arra lehet 

következtetni, hogy domesztikált funkciójuk nem társítható a kanonikus transzpozáz 

aktivitáshoz [41]. Hasonlóan érvényes lehet ez az NTDR régiójukra is. 

Az utóbbi időben felmerült, hogy a transzpozáz C-terminálisán található ciszteinben 

gazdag domén sem esszenciális a PB transzpozíciójához [80]. Ez azonban biztos, hogy nem 

minden PB transzpozáz esetében igaz [49]. Érdekes módon a humán PGBD-k közül kettő 

(PGBD1, PGBD5) nem rendelkezik azonosítható CRD-vel, mégis minden jelenleg ismert 

PGBD tartalmaz erősen konzervált pozíciójú N-terminális rendezetlen domént [37]. Ennek 

alapján feltehető, hogy az NTDR régió funkcionálisan kulcsfontosságú lehet, de ennek 

igazolásához további kutatások szükségesek.  

A funkció feltárása nemcsak a biológiai ismereteket bővítené, hanem fontos lenne az 

említett PB transzpozon-alapú génterápiák szempontjából is, hiszen célunk megérteni, hogy 

egy ilyen transzpozonrendszer hogyan lép kapcsolatba az emberi genommal és domesztikált 

elemeivel, és mennyire biztonságosan használható a jövőbeli génterápiás alkalmazásokban 

[41]. 
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7.  ÖSSZEFOGLALÁS 

A DNS transzpozonok olyan mozgó elemek, amelyek képesek a genomban replikatív 

vagy nem-replikatív módon áthelyeződni. Bár korábban "parazita" DNS elemként voltak 

azonosítva, az elmúlt évtizedben számos kutatás kiderítette, hogy pozitív hatást is 

gyakorolhatnak a gazdagenom számára. Ráadásul, a molekuláris domesztikáció folyamata 

során gyakran funkcionális, endogén elemekké evolválódnak.   

Kutatásom során célom volt a piggyBac DNS transzpozáz enzimének eddig ismeretlen 

funkciójú N-terminális rendezetlen doménjének (NTDR) a szerepét vizsgálni a 

transzpozícióban. Ezenkívül törekedtem a kevésbé kutatott, domesztikált piggyBac 

transzpozáz-eredetű elem, a PGBD2 tulajdonságainak alaposabb leírására is. 

Az excíziós esszék és a kolónia esszék eredményei egyértelműen kimutatták, hogy az 

NTDR deléciója nem vezet a transzpozíció teljes megszűnéséhez. Ez azt sugallja, hogy az 

NTDR nem esszenciális a transzpozíció szempontjából. Kísérleteim során az is kiderült, hogy 

egy „idegen” PGBD2-es NTDR-re való cserélés során sem szűnik meg sem az excízió, sem 

a transzpozíció. Az eredményekből tehát az emelhető ki, hogy a domesztikált PGBD2-es 

NTDR jelenlegi funkciója csak kissé hasonlíthat az eredeti piggyBac transzpozáz NTDR 

szerepéhez. 

Más vizsgáltok alapján feltételezhető, hogy az NTDR funkciója dinamikusan változott 

az evolúció során, és különböző környezeti és sejttípus-specifikus tényezők befolyásolhatják 

működését. Funkcióját tekintve valószínűsíthető, hogy elsősorban molekula kötésekben vesz 

részt, legyen az fehérje-fehérje kötés vagy esetleg fehérje-DNS kölcsönhatás.  

Eredményeim további kutatásokra ösztönöznek annak megértése érdekében, hogy 

milyen interakciós partnerei lehetnek az NTDR-nek, milyen hatással van az integrációs 

lépésre és ezek által pontosan hogyan befolyásolja a transzpozáz működését. 

Az NTDR szerepének felderítése új perspektívát nyújthat a transzpozáz működési 

mechanizmusának megértéséhez, és mivel a rovar eredetű piggyBac transzpozáz rendszer egy 

gyakran használt genetikai eszköz génbeviteli eljárásokban, hatékonyabbá és 

biztonságosabbá teheti a génterápiás alkalmazásokat. 
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